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略語表 
ADAM  A disintegrin and metalloprotease 
AP-1  Activator protein-1 
BMDC  Bone marrow derived dendritic cell 
BPE  Bovine pituitary extract 
cDNA  Complementary deoxyribonucleic acid 
CMC-Na  Sodium carboxymethyl cellulose 
CXCL1  Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 
DNCB  Dinitrochlorobenzene 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFR  Epidermal growth factor receptor 
EGR1  Early growth response transcription factor 1 
ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase 
FADD  Fas-associated death domain protein 
FBS  Fetal bovine serum 
GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GM-CSF  Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
GPCR  G-protein-coupled receptor 
GR  Glucocorticoid receptor 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
IFN  Interferon 
IL  Interleukin 
ILC  Innate lymphoid cell 
 
 
IκBα  Inhibitor of κB alpha 
Jak  Janus kinase 
JNK  Jun-N-terminal kinase 
LIGHT Homologous to lymphotoxin, exhibits inducible expression and competes with                  
HSV glycoprotein D for binding to herpesvirus entry mediator, a receptor 
expressed on T lymphocytes 
LPS  Lipopolysaccharide 
MAPK  Mitogen-activated protein kinase 
MMP-9  Matrix metalloproteinase-9 
NF-κB  Nuclear factor-kappa B 
PAR  Protease activated receptor 
RIP1  Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 
RT-qPCR  Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction 
RXR  Retinoid X receptor 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
STAT  Signal transducer and activator of transcription 
TAK1  Transforming growth factor beta-activated kinase 1 
TGF-α  Transforming growth factor-alpha 
TK  Thymidine kinase 
TLR  Toll like receptor 
TNF-α  Tumor necrosis factor-alpha 
TPA  12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
TRAF  Tumor necrosis factor receptor-associated factor 
TSLP  Thymic stromal lymphopoietin 
 
 
TTBS  Tris Buffered Saline with Tween 20 
VDR  Vitamin D receptor 
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緒⾔ 
本論⽂の作業仮説について Fig. 0 に⽰す。 Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) はアレ
ルギー疾患を初めとする様々な疾患で病態形成に寄与することが報告されているサイトカ
インであり、 TSLP を中⼼とした⼀連のシグナル伝達経路は新たな治療ターゲットとして
期待されている [1]。 TSLP は IL-7 ファミリーに属するサイトカインであり、もともとは
マウス胸腺間質細胞株から⾒出されたリンパ球増殖因⼦である [2]。 TSLP は TSLP 受容
体鎖 (TSLPR) と IL-7 受容体α鎖 (IL-7Rα) のヘテロダイマーからなる TSLP 受容体を介
してその⽣理作⽤を発揮する [3,4]。ヒトおよびマウスの TSLP の相同性は 40％ 程度と⾼
くはないが [5]、介している受容体鎖の組み合わせは同⼀であり、その⽣理機能には類似性
があることがマウスおよびヒトの細胞や組織を⽤いた実験で報告されている。特にアレル
ギー疾患への病態形成に対する役割については、 Soumelis らが 2002 年に初めて TSLP 
がヒト樹状細胞を活性化させ Th2 型の免疫応答を促進することとアトピー性⽪膚炎患者
の病変部⽪膚組織に TSLP が⾼発現していることを報告しており [6]、それを⽪切りとして
多くの研究がなされてきた。 
アトピー性⽪膚炎は増悪と寛解を繰り返す、掻痒のある湿疹を主病変とする⽪膚疾患で
あり、罹患者数は各国で年々増加している [7]。アトピー性⽪膚炎は掻痒および⽪膚という
外⾒に関わる部分の炎症性変化から罹患者の精神疾患発症のリスクへもつながり、様々な
観点から Quality of life (QOL) に影響する疾患として位置づけられているため [8]、外⾒部
分も含めた治療による QOL の改善が求められる。さらにアトピー性⽪膚炎患者の約半数
がアレルギー性喘息等の他のアレルギー疾患を発症する（この現象をアトピックマーチと
呼ぶ）ため、アトピー性⽪膚炎の治療はそれ以外のアレルギー疾患の罹患を防⽌する上でも
重要である [9][10]。現在の治療法としてはステロイドやタクロリムスの局所塗布が第⼀選
択となっているが、ステロイドやタクロリムスはどちらも免疫系全体を抑制するため易感
染状態の誘発が問題となる。さらにステロイドは⽪膚の萎縮や薬剤抵抗性の問題があり、タ
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クロリムスには⽪膚刺激感による治療断念や使⽤量・部位の制限があることが問題となっ
ている。これらの使⽤上の問題点もあり、アトピー性⽪膚炎治療の治療満⾜度は 50％ 程度
であり、さらなる治療薬が求められている [11]。 TSLP は樹状細胞を介した Th2 型の免疫
応答を促すことに加え、 TSLP プロモーター上の遺伝⼦変異がアトピー性⽪膚炎やその他
のアレルギー疾患のリスクとなることや [12][13][14][15]、動物レベルでは TSLP を⽪膚特
異的に⾼発現するとアトピー性⽪膚炎様の症状を呈すること [16]、⽪膚における TSLP 産
⽣がアレルギー性喘息や⿐炎などを誘発することから、アトピックマーチを引き起こす⼀
因になることも報告されている [17][18]。さらに、表⽪ケラチノサイト由来の TSLP が⽪膚
の知覚神経へ作⽤してかゆみを誘発することや [19]、⾃然リンパ球 (ILC) の中でもアレル
ギー疾患の病態形成に寄与する Innate lymphoid cell 2 (ILC2) に TSLP が作⽤するとステロ
イド抵抗性を⽣じることが報告されている [20][21]。 以上のことから、表⽪ケラチノサイ
ト由来の TSLP を中⼼としたシグナル伝達経路を制御することで、免疫系全体ではなく 
Th2 型の免疫応答のみを抑制でき、さらにかゆみやステロイド抵抗性を改善できる可能性
があるため、現在の治療⽅法の問題点を解決できると考える。 
TSLP は乾癬の患者の病変部位においても⾼発現していることが報告されている [22]。 
乾癬は鱗屑をともなう⽪膚の異常肥厚が主症状の⾃⼰免疫疾患であり、 Th17 型の免疫応
答が寄与しているといわれている。治療としてはステロイドなどの局所塗布による治療や
シクロスポリンの内服療法、抗 TNF-α 抗体等の⽣物学的製剤による治療が⾏われるが、治
療満⾜度はアトピー性⽪膚炎と同様 50％ 程度に留まっており、新たな治療が求められる
疾患である。 近年、 TSLP は CD40L と協調して樹状細胞に働き IL-23 を産⽣することで 
Th17 型の免疫応答を誘導することが報告され [22]、乾癬においてもその役割が注⽬されて
いる。 
TSLP を中⼼としたシグナル伝達経路としては、 TSLP の産⽣経路もしくは TSLP 受容
体の活性化経路が考えられる。 TSLP 受容体は B 細胞、樹状細胞、 T 細胞など様々な免
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疫系の細胞に発現することが報告されており [1]、 Jak/STAT 経路、特に Jak2/STAT5 経路
が活性化することが明らかとなっている [23]。そのため、TSLP 受容体の活性化およびそれ
以降のシグナルを抑えるには TSLP と TSLP 受容体の結合阻害もしくは Jak2/STAT5 経
路の阻害が考えられるが、前者は Tezepezumab という抗体医薬により、後者は Jak 阻害薬
によりアレルギー疾患に対する臨床研究が進んでいる [24][25]。⼀⽅で、 TSLP の産⽣制御
機構については NF-κB の活性化が関係することは報告されているが、詳細なシグナル経路
については不明な点が多く残っている。また、⽪膚組織は外敵に対する免疫応答において最
も初期に対応する組織であり、表⽪ケラチノサイトからの TSLP 産⽣は外敵に対して Th2
型の免疫応答を誘導する最初期の応答となっている [26]。 そのため、表⽪ケラチノサイト
からの TSLP 産⽣制御の詳細を明らかにすることで、TSLP 受容体活性化経路阻害とは異
なる視点からアプローチできる創薬ターゲットの創出およびアレルギー疾患発症の最初期
のシグナル経路の解明につながると考え、本研究に着⼿した。 
TSLP は主に上⽪細胞から産⽣される [27][28][29]。⽪膚においては表⽪ケラチノサイト
がそれにあたり、実際にアトピー性⽪膚炎患者や乾癬患者において表⽪層で TSLP が⾼発
現していること [6][22]、アトピー性⽪膚炎のマウスモデルにおいても表⽪層に TSLP が⾼
発現しており [30]、 TSLP の作⽤も踏まえるとこれらの炎症性⽪膚疾患形成において表⽪
ケラチノサイト由来の TSLP が⼤きく寄与していることが⽰唆される。上⽪細胞から 
TSLP を産⽣させる因⼦としては炎症性サイトカイン [31][32] や Toll like receptor (TLR) 
リガンドであるウイルス、細菌、真菌の構成因⼦ [33][34][35]、PAR2 を活性化させるプロ
テアーゼ [36] 等が報告されている。また、これらによる TSLP 産⽣には NF-κB が重要な
役割を担っていることが併せて報告されている。 NF-κB の活性化はサイトカイン等、多く
の炎症に関わる因⼦の産⽣に重要であり [37]、NF-κB の⽋損は免疫不全や易感染性を引き
起こす [38][39]。このことから、 NF-κB の抑制は TSLP 産⽣を抑制できるが、易感染性の
リスクは改善できない。そのため、易感染性につながらず、かつ、 TSLP 産⽣に必要なシ
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グナル経路を⾒出す必要があった。 その⾜掛かりとして第⼀章では、アレルギー性炎症の
増悪化への寄与が報告されていて、かつ、⽪膚組織における TSLP 産⽣機序が明らかでな
かった、 TLR4 活性化からの TSLP 産⽣についてその機序を明らかとするため研究を⾏っ
た。第⼆章では第⼀章で重要性が⽰唆された TNF-α による表⽪ケラチノサイトからの 
TSLP 産⽣誘導に関与するシグナル伝達機構について研究を⾏った。さらに、表⽪ケラチノ
サイトにおいて TSLP 産⽣を制御できる化合物を⾒出すハイスループットスクリーニング
系に有⽤な細胞株 KCMH-1 細胞を⾒出したので、第 3 章では KCMH-1 細胞の TSLP 産
⽣制御化合物スクリーニングへの有⽤性を評価する基礎検討を⾏った。 
 
Fig. 0.  Hypothesis of this study.  Epidermal-derived TSLP aggravates atopic dermatitis and 
psoriasis through the activation of several immune cells.  Although inflammatory cytokines, TLR 
ligands and proteases are major factors to induce TSLP in the epidermis, the detail mechanisms to 
induce TSLP is unclear. We have investigated the detail mechanisms to induce TSLP in the epidermis 
and tried to find new treatment targets for atopic dermatitis and psoriasis. 
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第 1 章 Lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 
産⽣機構の解析 
1-1 序論 
 TLR シグナルは⾃然免疫の活性化に⾮常に重要なシグナル伝達系であり、細菌やウイル
スの構成因⼦だけでなく、細胞のネクローシスで核内から放出される因⼦や過酸化脂質な
ど⽣体内のリガンドも豊富であることから、炎症応答が関与する様々な疾患に寄与するこ
とが報告されている [40–44]。 中でも、 TLR4 は最初に発⾒された TLR であり、LPS を
⼀つとして様々な脂質をリガンドとしていることから、がんや動脈硬化症をはじめとして、
神経系の炎症性疾患等、様々な炎症性疾患に対して重要なシグナル伝達を担う [45]。アレ
ルギー疾患に対する TLR4 シグナルの寄与としては、 LPS が空気中のハウスダスト内に
混⼊しており、その濃度とアレルギー性喘息の重症度に相関があることが古くから報告さ
れており [46]、実際にマウスアレルギー性喘息モデルにおいても TLR4 シグナルがアレル
ギー性の炎症反応を増悪させることが⽰唆されている [47][48]。 
TSLP もアレルギー疾患だけでなく、がんやその他の炎症性疾患への寄与が報告されてい
る因⼦である。 TSLP 発現と TLR シグナルの関係性についても多くの研究がなされてお
り、中でも TLR2, 3, 5, 6 の活性化が上⽪細胞において TSLP 発現を誘導することが報告さ
れている [49]。 TLR4 シグナルを介した TSLP 発現誘導についてはマウスアレルギー性喘
息モデルにおいて TLR4 シグナルを介して TSLP 発現が上昇することが⽰唆されている
が [50]、 in vitro では滑膜線維芽細胞や樹状細胞において報告されているのみであり、上⽪
細胞については TLR4 刺激により TSLP を産⽣しないことが⽰されている [27][51]。唯⼀、
上⽪細胞での報告として⾓膜上⽪細胞をブタクサ花粉で刺激した際の TSLP 発現に TLR4 
シグナルが寄与しているという報告がある [52]。しかし、この報告ではブタクサ花粉が 
TLR4 シグナルのみを活性化しているのか、それとも複合的なシグナル応答の⼀つとして 
TLR4 が関与しているかは明らかでない。そのため、 TLR4 シグナルを介して上⽪組織に
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おいてどのように TSLP が産⽣されているかの詳細なメカニズムは明らかとなっていない。 
そこで本研究では TLR4 の代表的なリガンドである LPS を⽤い、⽪膚組織から TSLP 
が産⽣される  LPS 誘発性空気嚢型炎症モデルおよびマウス表⽪ケラチノサイト株 
PAM212 細胞を⽤いて TLR4 を直接的に活性化させた際に上⽪組織の中でも特に⽪膚組織
における TSLP 発現誘導メカニズムを解析した。 
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1-2 実験⽅法 
1-2-1 試薬 
 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) は  Sigma-Aldrich よ り 、  lipopolysaccharide 
(LPS) は和光純薬より、recombinant mouse IL-1β は Prospec-Tany TechnoGene Ltd より、 
recombinant mouse TNF-α は Pepro Tech より購⼊した。Sodium carboxymethyl cellulose (CMC-
Na) は第⼀⼯業製薬より購⼊した。 
 
1-2-2 使⽤動物 
 本実験では雄性 BALB/c マウスを⽇本 SLC より購⼊し、実験に使⽤した。 BALB/c 系
統 IL-1α/β ⽋損マウス (DKO マウス) および TNF-α、IL-1α/β ⽋損マウス (TKO マウス) 
は東北⼤学⻭学研究科 遠藤康男 博⼠より提供していただいた。なお、すべての動物実験は
東北⼤学動物実験委員会の承認を受けて⾏った。 
 
1-2-3 細胞培養 
 BALB/c マウス由来ケラチノサイト細胞株 PAM212 細胞は Dr. Yuspa (National Institutes 
of Health) より提供していただいた。 PAM212 は 10% FBS 含有 MEM-α 培地 (Life 
Technologies) を⽤い、 1.25 × 104 cells/well で 24 well plate に播種した。 70-80 % コンフ
ルエントの状態に達した後、 TPA、 LPS、 IL-1β および TNF-α を⽤い 8 時間もしくは 
24 時間刺激を⾏った。 8 時間刺激後細胞ライセートは RT-qPCR 解析に、 24 時間刺激後
培養上清は ELISA による解析に⽤いた。 
 
1-2-4 LPS 誘発性空気嚢型炎症の誘発 
 マウス背部⽪下に 4 ml の空気を注⼊し、空気嚢を作成した。空気嚢作成 6 ⽇後、さら
に 2 ml の空気を空気嚢内に追加注⼊した。追加注⼊から 24 時間後、 2 ml の 2％ (w/v) 
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CMC-Na ⽣理⾷塩⽔溶液に LPS を 1 もしくは 10 ng/ml で溶解し、空気嚢内に注⼊した。 
LPS 投与⼀定時間後にマウスを⿇酔下で頸動脈切断により脱⾎死させ、空気嚢内液を回収
した。回収した空気嚢内液は⽣理⾷塩⽔で 2 倍希釈後、 1,500×g で 4℃ 下、 10 分間遠
⼼を⾏った。 遠⼼後の空気嚢内液上清を ELISA によるサイトカイン量解析に⽤いた。 な
お、空気嚢内液中の⽩⾎球数は 2 倍希釈後の空気嚢内液を⽤いてセルカウンターにより計
測した。さらに、組織内 mRNA レベルの解析と組織切⽚の作成のため、空気嚢を形成して
いる⽪膚および、空気嚢底⾯の⽪下組織部、腹部⽪膚を採取した。 
 
1-2-5 ⽩⾎球移⼊による空気嚢型炎症の誘発 
a) ミニ空気嚢の作成 
マウス背部⽪下に 0.5 ml の空気を注⼊し、ミニ空気嚢を作成した。ミニ空気嚢を維持す
るため週 3 回 0.4 ml の空気を注⼊し、初回の空気注⼊から 7 ⽇後、⽩⾎球移⼊による空
気嚢型炎症誘発実験に⽤いた。 
 
b) ⽩⾎球の単離とミニ空気嚢への移⼊ 
LPS 刺激 8 時間後空気嚢内液遠⼼後の残差として⽩⾎球が沈殿している。沈殿している
⽩⾎球を 2 ml の⽣理⾷塩⽔で 2 回洗浄後、 1.4 ml の 2% (w/v) CMC-Na ⽣理⾷塩⽔溶液
で再懸濁した。 再懸濁後の⽩⾎球含有溶液を 2 群に分け、 1 群をそのまま⽩⾎球含有溶
液として、もう 1 群を 15,000×g で 4℃ 下、 30 分間遠⼼し、その上清を⽩⾎球除去溶液
として使⽤した。 両群の溶液をそれぞれミニ空気嚢作成マウスに 0.5 ml 注⼊し、8 時間
後に空気嚢内液を回収した (8 h after the injection 群)。回収した空気嚢内液を⽤いて ELISA 
法により TSLP 量を測定した。 Before the injection 群としては両群の空気嚢注⼊前の溶液
を 1,500×g で 4℃ 下、 10 分間遠⼼後の上清を⽤いた。 
 
9 
 
1-2-6 空気嚢内液培養 
 ⽣理⾷塩⽔で 2 倍希釈した LPS 刺激 8 時間後の空気嚢内液をさらに RPMI1640 培地
で 2 倍希釈し、pouch fluid including leukocytes 群とした。⼀⽅で、 leukocyte-removed pouch 
fluid 群として⽣理⾷塩⽔で 2 倍希釈した空気嚢内液を 750×g で 4℃ 下、 5 分間遠⼼し、
その上清を RPMI1640 培地で 2 倍希釈後に使⽤した。両群は 96 well plate 内で⼀定時間 
37℃、5％ CO2 下で培養した。⼀定時間後に培養液を 750×g で 4℃ 下、 5 分間遠⼼し、
その上清中のサイトカイン量を ELISA 法により測定した。 
 
1-2-7 サイトカイン量の測定 
 TSLP、IL-1β、TNF-α の空気嚢内液中濃度および各種培養液中の濃度は ELISA 法により
測定した。 TSLP と IL-1β は R＆D Systems の ELISA キットを、 TNF-α は eBioscience 
の ELISA キットを⽤い、それぞれ指定のプロトコール通りに測定した。 
 
1-2-8 RT-qPCR 
 各種組織サンプルおよび PAM212 細胞から RNAiso plus (TaKaRa) を⽤いて total RNA 
を抽出した。 Total RNA は Prime Script RT Master Mix (TaKaRa) を⽤いて逆転写反応を⾏い 
cDNA とした。 cDNA は SYBR Green Premix Ex TaqⅡ (TaKaRa) と下記 primer を⽤いて 
PCR 反応に使⽤し、 Thermal Cycler Dice Real Time System (TaKaRa) にて解析した。 相対
遺伝⼦発現量は ⊿⊿Ct 法により算出した。 
Mouse GAPDH primer 
Forward: 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’  
Reverse: 5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 
Mouse TSLP primer 
Forward: 5’-AGCTTGTCTCCTGAAAATCGAG-3’ 
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Reverse: 5’-AGGTTTGATTCAGGCAGATGTT-3’ 
Mouse CXCL1 primer 
Forward: 5’-AAACCGAAGTCATAGCCACAC-3’ 
Reverse: 5’-TCTCCGTTACTTGGGGACAC-3’ 
 
1-2-9 組織切⽚の作成 
 LPS 刺激 8 時間後に採取した各種組織を 10% ホルマリン固定し、脱⽔・パラフィン包
埋を⾏った。各パラフィン切⽚は 8 μm の厚さで薄切し、脱パラフィン後にヘマトキシリ
ン・エオジン染⾊ (H＆E 染⾊)を⾏った。 
 
1-2-10 統計処理 
 全ての結果は平均値±標準誤差で⽰した。有意差検定として、 2 群間では両側 Student’s 
t test を、多群間では Dunnett’s test を⽤いた。有意⽔準は 5％ 未満として⾏った。 
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1-3 結果 
1-3-1 In vitro および in vivo における LPS 単独の TSLP 発現作⽤ 
 LPS の表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 発現への寄与について明らかにするため、 
マウス表⽪ケラチノサイト株 PAM212 細胞を LPS もしくは TPA で 8 時間処置し、 
TSLP mRNA 発現を RT-qPCR により解析した。その結果、PAM212 において LPS は TSLP 
mRNA 発現を誘導せず、 TPA のみが TSLP mRNA 発現を有意に上昇させた (Fig. 1-1 a)。
⼀⽅で、 LPS および TPA によって CXCL1 mRNA は有意に発現が上昇した (Fig. 1-1 b)。 
 LPS の in vivo における TSLP 誘導能を確認するため、LPS 誘発性空気嚢型炎症モデル
マウスを⽤いた。LPS 1 ng/ml および 10 ng/ml で 8 時間刺激後の空気嚢内液中の TSLP 量
は濃度依存的に有意な増加を⽰した (Fig. 1-1 c)。さらに、 LPS 10 ng/ml で刺激後の空気嚢
内液中の TSLP 量の経時的変化を解析したところ、 LPS 投与 4 時間後から有意な上昇が
みられ、投与 8 時間後をピークとして発現が誘導されていることを確認した (Fig. 1-1 d)。
空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 発現部位を特定するため、LPS 投与 4 時間後および 
24 時間後の空気嚢形成⽪膚 (Skin on the pouch) と空気嚢底⾯の⽪下組織 (Tissues on the 
bottom of the pouch)、さらに空気嚢と全く無関係の部位として腹部⽪膚 (Abdominal skin) を
採取し、各組織での TSLP mRNA 発現量の変化を解析した。その結果、空気嚢形成⽪膚の 
LPS 投与 4 時間後でのみ TSLP ｍRNA 発現の有意な上昇がみられ、それ以外の組織およ
び時間での TSLP ｍRNA 発現は対照群と差がみられなかった (Fig. 1-1 e)。これらのことか
ら、 LPS は直接的な表⽪ケラチノサイトへの作⽤で TSLP 発現を誘導せず、組織内で⼆次
的な因⼦を介して TSLP 発現を誘導することが⽰唆された。 
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Fig. 1-1. Effect of LPS on the production of TSLP in vitro and in vivo.  (a, b) Relative mRNA 
expression levels of Tslp (a) and Cxcl1 (b) were determined by real-time PCR in PAM212 cells 8 h 
after the LPS stimulation.  Data are represented as means ± SEM (n = 4).  **p < 0.01 vs. control.  
(c) LPS (0, 1, and 10 ng/mL), in 2 ml of a sterile solution of 2% (w/v) CMC-Na was injected into the 
pre-formed air-pouches of mice.  TSLP levels in the pouch fluid samples collected 8 h after the LPS 
injection were quantified by ELISA.  Data are represented as means ± SEM of five mice per group.  
**p < 0.01 vs. LPS 0 ng/ml.  (d) Time-course TSLP production in the LPS-induced mouse air-pouch-
type inflammation model.  Data are represented as means ± SEM of four to five mice per group.  *p 
< 0.05 and **p < 0.01 vs. the corresponding time controls.  (e)  Tslp mRNA levels in the skin on the 
pouch, the tissues at the bottom of the pouch, and the abdominal skin were determined by real-time 
PCR, either 4 or 24 h after the LPS (10 ng/ml).  Closed and open circles indicate LPS-stimulated and 
control groups, respectively.  Data are represented as means ± SEM of six mice per group.  **p < 
0.01 vs. the corresponding time control. 
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1-3-2 LPS 誘発性空気嚢型炎症における TSLP 産⽣への浸潤⽩⾎球の寄与 
 LPS 誘発性空気嚢型炎症モデルにおいては空気嚢内に好中球を主体とした⽩⾎球の浸潤
が⽣じる。 LPS 投与 8 時間後の空気嚢内液の浸潤⽩⾎球数を測定すると、対照群の約 9 
倍まで増加している (Fig. 1-2 a)。空気嚢形成⽪膚および空気嚢底部組織の H＆E 染⾊にお
いても対照群に⽐べ、 LPS 投与群では空気嚢側の組織に浸潤⽩⾎球が集積していた (Fig. 
1-2 b)。そこで、LPS 誘発性空気嚢型炎症モデルにおいて浸潤⽩⾎球が TSLP 発現に寄与す
るかを明らかとするため、LPS によって空気嚢内液中に集積した浸潤⽩⾎球を新たな空気
嚢へ移⼊する空気嚢型炎症モデルを作成し、浸潤⽩⾎球の移⼊の有無による空気嚢内液中
の TSLP 量の変化を解析した。その結果、移⼊前の浸潤⽩⾎球含有液 (Before the injection 
group,  Leu (+)) および浸潤⽩⾎球除去液 (Before the injection group, Leu (-)) はともに同程
度の TSLP 量であったが、投与 8 時間後の浸潤⽩⾎球の⾮移⼊群 (8 h after the injection 
group, Leu (-)) においては TSLP 量が減少するのに対し、浸潤⽩⾎球移⼊群 (8 h after the 
injection group, Leu (-))では TSLP 量の減少がみられず、⾮移⼊群に⽐べ TSLP 量が有意に
多かった (Fig. 1-2 c)。また、移⼊前の浸潤⽩⾎球含有溶液および移⼊ 8 時間後の空気嚢内
液のどちらでも溶液中の⽩⾎球数は移⼊群の⽅が多いことを確認した (Fig. 1-2 c)。 
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Fig 1-2. Contribution of infiltrated leukocytes to LPS-induced TSLP production in a mouse air-pouch-
type inflammation model.  (a) Infiltrated cells in the pouch fluid samples, collected 4 h after the LPS 
injection (10 ng/ml) were counted using a hemocytometer.  Data are represented as means ± SEM of 
five mice per group.  **p < 0.01 vs. control.  (b) Skin tissues on the pouch (upper panels) and the 
tissues at the bottom of the pouch (lower panels) were stained with hematoxylin and eosin 4 hours 
after the LPS injection (10 ng/ml; right panel).  Data for the controls are shown in the left panel.  
Representative pictures are shown.  (c-d) Infiltrated-leukocyte <Leu(+)> and leukocyte-eliminated 
<Leu(-)> fractions were prepared from pouch fluid samples collected from the LPS-stimulated mice, 
and were injected into the mini air-pouches of wild type mice.  The pouch fluids were collected 8 h 
after the injection, after which TSLP concentrations (c) and the number of leukocytes (d) were 
determined.  Data are represented as means ± SEM of three to five mice per group.  *p < 0.05 and 
**p < 0.01 vs. the corresponding Leu(-) group. 
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1-3-3 浸潤⽩⾎球の TSLP 産⽣誘導性サイトカイン IL-1β および TNF-α 発現への寄与 
LPS は様々な細胞において TLR4 受容体を介して TNF-α と IL-1β 等の炎症性サイト
カインの発現を誘導する[53]。 TNF-α と IL-1β は共に TSLP 発現を誘導するサイトカイン
としても報告されているため [54,55]、LPS 誘発性空気嚢型炎症モデルにおいても浸潤⽩⾎
球が LPS に応答して TNF-α と IL-1β を産⽣し、それらが TSLP 産⽣を誘導していると
いう機構が考えられた。そこで、本モデルにおいて浸潤⽩⾎球が TNF-α と IL-1β を産⽣し
ているかを確かめるため、LPS 投与 8 時間後の浸潤⽩⾎球含有空気嚢内液と浸潤⽩⾎球除
去空気嚢内液をそれぞれ培養し、溶液中の各種サイトカイン量の経時的変化率を検討した。
その結果、TNF-α と IL-1β 量は浸潤⽩⾎球⾮含有空気嚢内液では不変もしくは減少するが、
浸潤⽩⾎球含有空気嚢内液では培養時間に応じて経時的に増加した (Fig. 1-3 a)。 ⼀⽅で、 
TSLP が浸潤⽩⾎球の有無に関わらず不変であった (Fig. 1-3 a)。さらに、LPS 誘発性空気嚢
型炎症モデルにおける TNF-α と IL-1β 量の経時的な変化を解析したところ、投与 8 時間
後をピークとする点は TSLP と同様であったが、有意な発現上昇がみられる時間はどちら
も投与 2 時間後からであり、 TSLP の投与 4 時間後よりも早かった (Fig. 1-3 b)。 
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Fig 1-3. Induction of TNF-α and IL-1β production by infiltrated leukocytes in mouse LPS-induced 
air-pouch-type inflammation.  (a) Leukocytes-induced (closed circles) and leukocyte-removed (open 
circles) pouch fluid samples were incubated for the indicated times.  The concentration of each 
cytokine before the incubation was considered 100%.  Data are represented as means ± SEM (n = 7).  
*p < 0.05 and **p < 0.01 vs. the corresponding groups without leukocytes.  (b) TNF-α and IL-1β 
levels were determined by ELISA of the pouch fluid samples collected at the indicated times after the 
LPS stimulation (10 ng/ml).  Data are represented as means ± SEM of four to five mice per group.  
*p < 0.05 and **p < 0.01 vs. the corresponding time control. 
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1-3-4 LPS 誘発性空気嚢型炎症における TSLP 産⽣への IL-1 および TNF-α の寄与 
 浸潤⽩⾎球が TSLP 発現誘導能を持つサイトカインである TNF-α と IL-1β を産⽣する
ことが明らかとなったため、これらのサイトカインが実際に本モデルにおいて TSLP 産⽣
に寄与するかを確認するために、 IL-1α/β ⽋損マウス (DKO マウス) および TNF-α、IL-
1α/β ⽋損マウス (TKO マウス) で LPS 誘発性空気嚢型炎症を誘発した。浸潤⽩⾎球数は
野⽣型に⽐べて TKO マウスでのみ有意な減少がみられたが (Fig. 1-4 a)、TSLP 量に関して
は野⽣型に⽐べて DKO マウスで有意に減少し、 TKO マウスではさらに減少した (Fig. 1-
4 b)。また、 TNF-α 量に関しては TKO マウスでは検出されなかったが、 DKO マウスで
は野⽣型よりも有意な上昇がみられた。 
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Fig 1-4. Contribution of TNF-α and IL-1β to LPS-induced TSLP production in a mouse air-pouch-
type inflammation model.  LPS (10 ng/ml), in 2 ml of a sterile solution of 2% (w/v) CMC-Na was 
injected into the pre-formed air-pouches of wild-type, IL-1α/β-double knockout (DKO), and TNF-α 
and IL-1α/β-triple knockout (TKO) mice.  The number of leukocytes (a) and the levels of TSLP and 
TNF-α (b) were determined in the pouch fluid samples collected 8 h after the injection.  Data are 
represented as means ± SEM of four to eight mice per group.  *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. LPS 
stimulated wild-type mice; ## p < 0.01 vs. LPS stimulated IL-1α/β DKO mice.  n.d., not detected. 
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1-3-5 PAM212 細胞を⽤いた LPS、IL-1β、TNF-α の TSLP 発現誘導能 
 LPS 誘発性空気嚢型炎症モデルにおいて TNF-α と IL-1β が TSLP 産⽣に寄与してい
ることが明らかとなったので、これらのサイトカインが表⽪ケラチノサイトにおいて TSLP 
を誘導できるかを PAM212 細胞を⽤いて検討した。 LPS、IL-1β、TNF-α の単独処置にお
いては TNF-α のみが有意な TSLP 産⽣上昇をみせた (Fig. 1-5 a)。さらに、これら 3 種の
組み合わせで刺激を⾏ったところ、LPS と IL-1β は TNF-α による TSLP 産⽣を増強した 
(Fig. 1-5 b)。 
 
Fig. 1-5. Effects of the combined stimulation with TNF-α, IL-1β, and LPS on TSLP production in 
PAM212 cells.  PAM212 cells were stimulated with LPS, IL-1β, and TNF-α for 24 hours, either 
individually (a) or in combination (b).  TSLP concentrations in the supernatants were determined.  
Data are represented as means ± SEM (n = 4).  **p < 0.01 vs. the control; ## p < 0.01 vs. TNF-α alone. 
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1-4 考察 
 本研究により TLR4 シグナルの活性化は好中球等の⽩⾎球浸潤を介して TNF-α と IL-
1β 量を⽪膚組織内で⾼め、表⽪ケラチノサイトから TSLP 発現を誘導することを明らかと
した。 LPS 誘発性空気嚢型炎症モデルでは空気嚢形成⽪膚でのみ TSLP mRNA 発現が上
昇しており、浸潤⽩⾎球を含む空気嚢内液の培養においても TSLP 量の変化がみられなか
ったことから、⽪膚内に存在する浸潤⽩⾎球以外の細胞が TSLP を産⽣していることを⽰
している。アトピー性⽪膚炎や乾癬の患者⽪膚組織や動物モデルにおいても⽪膚組織の中
で TSLP を発現しているのは表⽪組織部位であることは既に⽰されており[6][22][30]、本研
究においても表⽪組織で TSLP 産⽣がされていると考えられる。 
上⽪細胞における直接的な TLR4 シグナルの活性化では TSLP が産⽣されないという
結果は気道上⽪細胞や表⽪ケラチノサイトの初代培養でも⽰唆されており [51][27]、今回の
マウス表⽪ケラチノサイト株 PAM212 細胞での結果と合致している。また、他のマウス表
⽪ケラチノサイト株 KCMH-1 細胞やヒト表⽪ケラチノサイト株 HaCaT 細胞においても 
LPS によって TSLP 発現が誘導されないことを確認している (Data not shown)。⼀⽅で、線
維芽細胞や樹状細胞からの TSLP 発現は TLR4 シグナルの直接的な活性化により⽣じる
ことが報告されている [56][57]。これらのことを踏まえると、上⽪細胞における TSLP 発現
機構とその他の細胞における TSLP 発現機構は異なり、上⽪細胞においては TLR4 の下流
では活性化しないシグナル伝達系が必要だと考えられる。 TLR4 の下流では NF-κB が活
性化することは既に知られていることから、上⽪細胞において TLR4 シグナルの下流には
なく、かつ、 TSLP 発現に必要なシグナル伝達系が存在することが⽰唆された。 
 本研究で  PAM212 細胞は  LPS および  IL-1β の単独刺激では  TSLP を発現せず、 
TNF-α のみが単独で TSLP 発現を誘導した。このことから、 TNF-α は上⽪細胞において 
TSLP を誘導できる重要な因⼦であり、 LPS と IL-1β はそれを補助する役割を担っている
といえる。 TNF-α、 IL-1β そして LPS の下流シグナルには TSLP 発現誘導に重要な NF-
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κB があるが、IL-1β あるいは LPS 単独刺激では TSLP の発現は誘導されないため、 
PAM212 細胞において TNF-α の下流シグナルには NF-κB 以外の TSLP 発現に必須のシ
グナルがあると考えられる。表⽪ケラチノサイトでは TNF-α によって Caspase 経路や、 
AP-1 の活性化等、様々なシグナル伝達が活性化する [20][21]。しかしながら、上⽪細胞に
おいて TSLP 発現に重要な経路は明らかではなく、 詳細な解析が必要であると考えた。 
 まとめると、本研究ではこれまで明らかでなかった⽪膚における TLR4 活性化からの
TSLP 産⽣は浸潤⽩⾎球が産⽣する TNF-α を主体として表⽪ケラチノサイトに作⽤する
ことで⽣じることを明らかにした。さらに、 TNF-α からの詳細な TSLP 産⽣機構を明ら
かにすることで上⽪細胞特異的な TSLP 産⽣を制御できる薬剤の開発につながると考える。 
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第 2 章 表⽪ケラチノサイト株を⽤いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構の
解析 
2-1 序論 
第 1 章より表⽪ケラチノサイトにおける TNF-α の TSLP 産⽣誘導機構には NF-κB の
活性化以外に必要なシグナルが存在することが⽰唆された。しかしながら、 TNF-α が活性
化するシグナル経路の内、どの経路が TSLP 産⽣に必要かは明らかでなかった。 TSLP の
産⽣制御には NF-κB の他に AP-1 や EGR1 等の転写因⼦、 Retinoid X receptor (RXR)、 
Vitamin D receptor (VDR) および Glucocorticoid receptor (GR) 等の核内受容体が関与してい
る [49]。この中でも AP-1 や EGR1 は TNF-α 刺激によって活性化される転写因⼦であり 
[60][61]、かつ、 TSLP 産⽣に対しては誘導⽅向に働くことが報告されている [54][62][63]。 
AP-1 や EGR1 の活性化は MAPKs (ERK, p38, JNK) の活性化の下流で⽣じるが、この 
MAPKs を TNF-α により活性化するシグナル経路の⼀つとして EGFR transactivation が
ある。 
 EGFR transactivation は G-protein-coupled receptor (GPCR) をはじめとする種々の受容体の
活性化により、膜上の EGFR リガンドの切り出しによる EGFR のリン酸化、もしくはリン
酸化酵素による直接的な EGFR のリン酸化が⽣じることで EGFR 下流の MAPKs 等が活
性化するという機構である [64]。 TNF-α による EGFR transactivation 機構は表⽪ケラチ
ノサイトを含む上⽪細胞系や平滑筋細胞で MMP-9 や GM-CSF の発現に寄与することが
報告されている [60][65][66]。さらに EGFR リガンドの⼀つである TGF-α が TSLP 産⽣
増強因⼦として報告されていることや [35]、ヒト表⽪ 3 次元培養系において Fas リガンド
刺激時の TSLP 産⽣が EGFR 阻害薬である AG1478 により抑制されることから [67]、表
⽪ケラチノサイトにおける TNF-α の TSLP 産⽣誘導機構にも寄与する可能性が考えられ
た。 
 そこで、本研究ではヒト表⽪ケラチノサイト株である HaCaT 細胞や PAM212 細胞等を
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⽤い、 TNF-α による TSLP 産⽣誘導機構に EGFR transactivation が寄与するか、またその
詳細なシグナル経路がどのようになっているかを解析した。 
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2-2 実験⽅法 
2-2-1 試薬 
 Mouse recombinant EGF、Mouse recombinant TNF-α、  human recombinant EGF、human 
recombinant TNF-α は Peprotech から購⼊した。 AG1478 と TPCA-1 は Cayman Chamical 
Co. より購⼊した。 Batimastat は Santa Cruz Biotechnology より購⼊した。 GI254023X は 
Sigma より購⼊した。 U0126 は Promega から購⼊した。 SP600125 は Enzo Life Sciences 
より購⼊した。 SB203580 は Calbiochem より購⼊した。 phospho-ERK1/2(Thr202/Tyr204), 
phosphor-p38(Thr180/182) および IκB-α に対する⼀次抗体は Cell Signaling Technology より
購⼊した。 phospho-EGFR に対する⼀次抗体は GeneTex から、 phosphor-JNK に対する⼀
次抗体は Promega から購⼊した。 Actin および α-tubulin に対する⼀次抗体は Santa Cruz 
Biotechnology より購⼊した。 
 
2-2-2 細胞培養 
  ヒト表⽪ケラチノサイト株 HaCaT 細胞およびヒト扁平上⽪癌細胞株 A431 細胞は 
10％ FBS 含有 DMEM 培地を⽤いて維持し、各 well plate への播種時には KGM-Gold 
BulletKit (Lonza) を⽤いた。 2.5 × 104 cells/ml で 各 well plate に KGM-Gold medium (全
添加因⼦含有) を⽤いて播種し、その 2 ⽇後、BPE、EGF、ヒドロコルチゾンを⾮添加の
KGM-Gold medium へと培地を⼊れ替えた。培地交換の 24 時間後、 HaCaT 細胞および 
A431 細胞を human recombinant TNF-α、human recombinant EGF および各種阻害剤を⽤いて
⼀定時間処置した。ただし、 AG1478、Batimastat、GI254023X 処置は TNF-α および EGF 
刺激の 30 分前から⾏った。 
マウス表⽪ケラチノサイト株 PAM212 細胞は 1-2-3 と同様の⽅法で細胞の維持および
播種を⾏った。播種 24 時間後、 Mouse recombinant TNF-α および AG1478 で⼀定時間処
置した。 AG1478 での処置は Mouse recombinant TNF-α 処置の 30 分前から⾏った。 
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2-2-3 Western blot 
 HaCaT 細胞を 6 well plate もしくは 12 well plate を⽤いて播種し、2-2-2 の通り各種試薬
で⼀定時間処置後、PBS で細胞を洗浄し、細胞溶解液（20 mM HEPES buffer including 1% 
(v/v) Triton-X 100, 10% (v/v) glycerol, 1 mM EDTA, 50 mM NaF, 2.5 mM p-nitrophenyl phos- 
phate,10 mg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride,1 mM Na3VO4, and 10 mg/ml leupeptin）で溶解し
た。 HaCaT 細胞溶解液は変性後に SDS-PAGE により分離後、ニトロセルロース膜（GE 
Healthcare） に転写した。転写後のニトロセルロース膜を 4％ Block Ace（⼤⽇本製薬）で 
1 時間ブロッキングし、4℃ で各種⼀次抗体と⼀晩インキュベートした。その後、TTBS で
洗浄し、各種⼆次抗体で 3-6 時間インキュベート後、 Vectastain Elite ABC Peroxidase staining 
kit で 30 分間処置した。その後、 ECL system (PerkinElmer) により発光させ、 ImageQuant 
LAS4000 mini (GE Healthcare) を⽤いて検出した。 
 
2-2-4 RT-qPCR 
下記 primer を⽤いて 1-2-8 と同様の⽅法で⾏った。 
18S rRNA primer 
Forward: 5’-TTGACGGAAGGGCACCACCAG-3’  
Reverse: 5’-GCACCACCACCCACGGAATCG-3’ 
Human TSLP primer 
Forward: 5’-GATTACATATATGAGTGGGAC-3’  
Reverse: 5’-TTCATTGCCT- GAGTAGCAT-3’ 
Human TSLP primer は Homo sapiens thymic stromal lymphopoietin, transcript variant 1, mRNA 
(NCBI Reference Sequence: NM_033035.4) に特異的な primer を設計した。 
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2-2-5 Luciferase assay 
 TSLP reporter plasmid は理化学研究所 ⽟利 真由美 博⼠より提供していただいた。 
HaCaT 細胞を 1 × 105 cells/ml で 24 well plate に播種し、2 ⽇後に BPE、EGF およびヒ
ドロコルチゾン⾮添加の KGM-Gold medium に培地を⼊れ替え、NF-κB reporter plasmid も
しくは  TSLP reporter plasmid を  TK reporter plasmid と共に、  X-tremeGENE HP DNA 
Transfection Reagent (Roche) を⽤いてトランスフェクションした。その 24 時間後、 TNF-α 
および AG1478 で 2-2-2 の通り 2 時間処置した。その後、 Dual-luciferase reporter assay 
system (Promega) を⽤いて、アトールミネッセンサー AB-2200-R により検出した。 
 
2-2-6 TSLP 量の測定 
 Mouse TSLP ELISA kit (R＆D Systems) を⽤いて、 1-2-7 と同様に⾏った。 
 
2-2-7 統計処理 
 1-2-10 と同様に⾏った。 
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2-3 結果 
2-3-1 HaCaT 細胞における TNF-α 刺激後の TSLP mRNA 発現と EGFR リン酸化の経時
的変化 
 HaCaT 細胞において TNF-α が TSLP mRNA を誘導することを確かめるため、 TNF-α 
による TSLP mRNA 発現誘導の濃度依存性および経時的変化を検討した。 TNF-α は濃度
依存的に刺激 2 時間後に TSLP mRNA 発現を誘導し (Fig. 2-1 A)、さらに刺激 2 時間後を
ピークとして発現が誘導された (Fig. 2-1 B)。 TSLP ｍRNA 発現が TNF-α 刺激 2 時間後
をピークとして発現するため、 TNF-α 刺激 2 時間以内に EGFR シグナルが活性化してい
るかを検討するため、刺激 2 時間までの経時的な EGFR のリン酸化を Western blot によ
り検討した。その結果、刺激 15 分後をピークとして EGFR がリン酸化されていることが
⽰唆された (Fig. 2-1 C)。 
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Fig. 2-1. Induction of TSLP expression and EGFR phosphorylation by TNF-α.  (A)  TSLP mRNA 
induction by TNF-α in a concentration-dependent manner.  HaCaT cells were stimulated by TNF-α 
(30, 100, 300 ng/ml) for 2 h.  The expression of mRNA for TSLP was determined by real time PCR.  
Data are represented as means ± SEM (n=4).  **P < 0.01 vs. non-stimulated control.  (B) Time 
course of TSLP mRNA expression after TNF-α stimulation.  HaCaT cells were stimulated by TNF-α 
(100 ng/ml) for the indicated periods of time.  The expression of mRNA for TSLP was determined 
by real time PCR.  Data are represented as means ± SEM (n=3).  **P < 0.01 vs. corresponding time 
of control.  (C) Time course for phosphorylation of EGFR after TNF-α stimulation.  HaCaT cells 
were stimulated by TNF-α (100 ng/ml)  for the indicated periods of time.  The expression of 
indicated phosphorylated proteins and actin were determined by western blot. 
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2-3-2 EGFR 阻害剤による TNF-α 誘導性 TSLP 発現抑制 
 TNF-α により TSLP mRNA 発現のピークより前に EGFR のリン酸化が増加しているこ
とから、 EGFR シグナルの TSLP mRNA 発現への寄与が考えられたため、 EGFR 阻害薬
である AG1478 の TSLP 発現への影響を検討した。 HaCaT 細胞において AG1478 は 
TNF-α による TSLP mRNA 発現を濃度依存的に抑制した (Fig. 2-2 A)。さらに、 TSLP 
reporter plasmid を⽤いたルシフェラーゼアッセイにおいても AG1478 は TNF-α により上
昇した TSLP promoter 活性を有意に抑制した (Fig. 2-2 B)。さらに、他の上⽪細胞株である 
A431 細胞および PAM212 細胞を⽤いて TNF-α による TSLP 発現においても AG1478 
が抑制的に作⽤するかを検討したところ、両細胞において濃度依存的な抑制作⽤を⽰した 
(Fig. 2-2 C)。 
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Fig. 2-2. Effect of EGFR kinase inhibition on TSLP mRNA induction by TNF-α.   (A) The 
expressions of mRNAs for TSLP in HaCaT cells stimulated by TNF-α for 2 h were determined by real 
time PCR.  The cells were treated with EGFR tyrosine kinase inhibitor AG1478 (0.01 to 1 µM) for 
30 min before TNF-α stimulation.  (B) Effects of AG1478 on TNF-α-induced TSLP promoter activity.  
Luciferase activity in the cells stimulated by TNF-α for 2 h was determined.  TSLP promoter activity 
was corrected by TK promoter activity.  AG1478 (1 µM) treatment was carried out the same as above.  
(C) Effects of AG1478 on TNF-α-induced TSLP expression in other keratinocyte cell lines.  The 
expressions of mRNAs for TSLP in A431 cells stimulated by TNF-α for 2 h were determined by real 
time PCR.  The expression of TSLP proteins in the supernatant of PAM212 cells stimulated by TNF-
α for 24 h were determined by ELISA.  Data are represented as means ± SEM (n=4).  **P<0.01 vs. 
unstimulated control, #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. TNF-α alone. 
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2-3-3 MAPK 阻害剤による TNF-α 誘導性 TSLP 発現抑制 
 AG1478 により TSLP 発現が有意に抑制されたので、さらに詳細なシグナル伝達経路の
変化を検討するため、Western blot により TNF-α 刺激後の MAPKs (ERK, p38, JNK) のリン
酸化および IκBα の分解への AG1478 の影響を解析した。その結果、 AG1478 は MAPKs 
のリン酸化を抑制したが、  IκBα の分解は抑制しなかった (Fig. 2-3 A)。さらに、 NF-κB 
reporter plasmid を⽤い、 NF-κB の転写活性化に対する AG1478 の影響をルシフェラーゼ
アッセイにより検討したが、 AG1478 は TNF-α による NF-κB の転写活性の上昇を抑制し
なかった (Fig. 2-3 B)。 AG1478 により TNF-α 刺激後の MAPKs のリン酸化が抑制された
ため、 MAPKs の阻害剤の TSLP 発現への影響を検討したところ、 どの阻害剤によっても 
TNF-α 誘導性の TSLP 発現が有意に抑制された (Fig. 2-3 C)。 
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Fig. 2-3. Effect of MAPK inhibition on TSLP mRNA induction by TNF-α.  (A) Phosphorylation of 
signaling molecules after TNF-α and AG1478 treatment.  The cells were pre-treated by AG1478 (1 
µM) for 30 min, and then, stimulated by TNF-α (100 ng/ml) for 15 min.  The expression of indicated 
phosphorylated proteins, IκBα and actin were determined by western blot.  (B) Effects of AG1478 
on TNF-α-induced NF-κB luciferase activity.  Luciferase activity in the cells stimulated by TNF-α 
for 2 h was determined.  NF-κB luciferase activity was corrected by TK promoter activity.  AG1478 
(1 µM) treatment was carried out the same as in Fig. 1B.  Data are represented as means ± SEM 
(n=4).  **P<0.01 vs. unstimulated control, n.s.: not significant.  (C) Effects of MAPK inhibitors on 
the TNF-α-induced TSLP mRNA expression.  The cells were treated with MAPK inhibitors and TNF-
α for 2 h.  The expression of TSLP mRNA was determined by real time PCR.  Data are represented 
as means ± SEM (n=4).  **P<0.01 vs. unstimulated control, #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. TNF-α alone.  
U0126: ERK signal inhibitor, SB203580: p38 inhibitor, and SP600125: JNK inhibitor. 
 
  
36 
 
2-3-4 EGF による TSLP 発現作⽤と MAPK 阻害薬の抑制作⽤の解析 
 TNF-α による  TSLP 発現誘導に  EGFR の活性化が寄与することが⽰唆されたが、 
EGFR の活性化単独で TSLP 発現が誘導できるかが明らかでなかったため、 EGF を⽤い
て EGFR の活性化単独での TSLP 発現誘導能とその下流シグナルの寄与について検討し
た。 EGF による経時的な TSLP 発現の変動を RT-qPCR にて解析したところ、刺激 4 時
間後をピークとして TSLP 発現が誘導された (Fig. 2-4 A)。 EGF による各 MAPKs のリン
酸化の変動を Western blot により検討したところ、EGFR とともに 刺激 2 時間後までリ
ン酸化の誘導が持続した (Fig. 2-4 B)。さらに、各 MAPKs 阻害剤の EGF による TSLP 発
現誘導への影響を検討したところ、 ERK シグナルの阻害剤である U0126 のみが AG1478 
と同様に発現を有意に抑制し、それ以外の阻害剤は抑制作⽤を⽰さなかった (Fig. 2-4 C)。 
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Fig. 2-4. Effect of MAPK inhibition on TSLP mRNA induction by EGF. (A) Time course of TSLP 
mRNA expression in EGF-stimulated cells.  HaCaT cells were stimulated with EGF (30 ng/ml) for 
the indicated periods of time.  TSLP mRNA expression was determined by real time PCR.  Data are 
represented as means ± SEM (n=3).  *P < 0.05.  (B) Time course for phosphorylation of the 
indicated proteins after EGF stimulation.  The cells were stimulated by EGF for the indicated periods 
of time.  The expression of phosphorylated EGFR and other indicated proteins were determined by 
western blot.  (C) Effects of MAPK inhibition on EGF-induced expression of TSLP mRNA.  HaCaT 
cells were stimulated with EGF in the presence of the indicated inhibitors for 4 h.  TSLP mRNA 
expression was determined by real time PCR.  Data are represented as means ± SEM (n=4).  
**P<0.01 vs. unstimulated control, ##P < 0.01 vs. EGF alone.  AG: AG1478 (1 µM), U: U0126 (10 
µM), SB: SB203580 (10 µM), and SP: SP600125 (10 µM) 
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2-3-5 p38 阻害剤の TNF-α 誘導性 EGFR シグナル活性化への抑制作⽤の解析 
 EGFR シグナルの下流では ERK が TSLP 発現誘導に寄与していることが⽰唆されたが、 
p38 シグナルの阻害剤でも TNF-α 誘導性の TSLP 発現が抑制されていたことから、 p38 
も何らかのシグナル経路で寄与していると考えられた。 p38 は TNF-α 誘導性の EGFR の
活性化に寄与することが既に報告されているため [68,69]、HaCaT 細胞においても p38 が 
EGFR の活性化に寄与するかを検討した。まず、 p38 リン酸化の経時的変化を Western blot 
により解析したところ、 EGFR のリン酸化よりも早い TNF-α 刺激 5 分後から p38 のリ
ン酸化が誘導されていた (Fig. 2-5 A)。さらに、 p38 の阻害剤 SB203580 の TNF-α による 
EGFR のリン酸化およびその下流にある ERK のリン酸化への効果を検討したところ、
EGFR および ERK のリン酸化が共に SB203580 により有意に抑制されていた (Fig. 2-5 B)。 
⼀⽅で、 EGF 刺激による EGFR および ERK のリン酸化に対する SB203580 の効果を検
討したところ、 SB203580 は両者のリン酸化を抑制しなかった (Fig. 2-5 C)。 
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Fig. 2-5. Effects of p38 inhibition on EGFR activation by TNF-α and EGF.  (A) Time course for 
phosphorylation of EGFR and p38 after TNF-α stimulation.  HaCaT cells were stimulated by TNF-
α (100 ng/ml) for the indicated periods of time.  The expression of phosphorylated EGFR and p38 
were determined by western blot.  (B) Effect of p38 inhibition on the phosphorylation of EGFR and 
ERK.  The cells were stimulated by TNF-α for 15 min (B) or EGF for 30 min (C) in the presence of 
SB202589.  The expression of phosphorylated EGFR and ERK were determined by western blot.  
Intensity of the blots were quantified by ImageJ and calculated each intensity ratio.  Data are 
represented as means ± SEM (n=3).  #P < 0.05 vs. TNF-α alone. 
 
  
40 
 
2-3-6 ADAM 阻害剤の TNF-α 誘導性 TSLP 発現および EGFR シグナル活性化への抑制
作⽤の解析 
 TNF-α による EGFR の活性化には p38 以外に ADAM protease が関与することが報告
されている [64,69]。そこで、 ADMA protease の TSLP 発現への寄与を明らかとするため、 
pan-ADAM protease 阻害剤の Batimastat と ADAM17/10 選択的阻害剤の GI254023X の 
TSLP 発現への効果を検討した。 PAM212 細胞において Batimastat は TNF-α 誘導性の 
TSLP 発現を濃度依存的に抑制したが、 EGF 誘導性の TSLP 発現は抑制しなかった (Fig. 
2-6 A)。 HaCaT 細胞においても Batimastat は同様の傾向を⽰し、 GI254023X においても 
TNF-α 誘導性の TSLP 発現を有意に抑制したが、 EGF 誘導性の TSLP 発現は抑制しなか
った (Fig. 2-6 B)。さらに、 Batimastat および GI254023X の EGFR および ERK のリン酸
化への効果を検討したところ、 TSLP 発現への効果と⼀致して、 TNF-α 誘導性の EGFR 
および ERK のリン酸化を有意に抑制したが、 EGF 誘導性の EGFR および ERK のリン
酸化は抑制しなかった (Fig. 2-6 C and D)。 
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Fig. 2-6. Effects of ADAM inhibition on TSLP mRNA expression and EGFR activation induced by 
TNF-α and EGF.  (A) Effects of Batimastat on expression of TSLP protein levels in TNF-α or EGF-
simulated PAM212 cells.  PAM212 cells were treated with Batimastat for 30 min and then stimulated 
with TNF-α (30 ng/ml) or EGF (10 ng/ml) for 24 h.  The expression of TSLP proteins in the 
supernatant of PAM212 cells were determined by ELISA.  Data are represented as means ± SEM 
(n=4).  **P<0.01 vs. unstimulated control, #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. TNF-α alone, n.s.: not significant.  
(B) Effects of ADAM inhibition on expression of TSLP mRNA in TNF-α or EGF-simulated cells.  
The cells were treated with ADAM inhibitors for 30 min and then stimulated with TNF-α (100 ng/ml) 
or with EGF (30 ng/ml) for 4 h.  TSLP mRNA expressions were determined by real time PCR.  Data 
are represented as means ± SEM (n=4).  **P<0.01 vs. unstimulated control, ##P < 0.01 vs. TNF-α 
alone, n.s.: not significant.  (C and D) Effects of ADAM inhibition on phosphorylation of EGFR and 
ERK.  The cells were stimulated with TNF-α for 15 min (C) or with EGF for 30 min (D) in the 
presence of ADAM inhibitors.  The expression of phosphorylated EGFR and ERK were determined 
by western blot.  Intensity of the blots were quantified by ImageJ and calculated each intensity ratio.  
Data are represented as means ± SEM (n=3).  #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. TNF-α alone.  GI254023X: 
TACE and ADAM10 inhibitor, and Batimastat: pan-ADAM inhibitor 
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2-4 考察 
 本研究では、 TNF-α による TSLP 発現誘導に EGFR transactivation が Fig. 2-7 のような
スキームで寄与していることを初めて明らかとした。これまでに同じ TNF スーパーファミ
リーの⼀つである Fas リガンドでも表⽪ケラチノサイトにおいて EGFR transactivation が
⽣じること、それが TSLP の産⽣に寄与することが⽰唆されていたが [67][70]、 TNF-α と 
Fas リガンドの下流シグナルは異なる部分がある。まず、 Fas リガンドの下流には Fas-
associated death domain protein (FADD) を介した Caspase 8 の活性化経路があるが、 Caspase 
の活性化から EGFR transactivation までの経路は EGFR リガンドが切り出されること以外
の詳細は明らかでない。⼀⽅で、 TNF-α はこの Caspase 8 の活性化経路に加え、 TRAF2-
TAK1 経路を介した NF-κB の活性化や RIP1 を介した p38 と JNK の活性化経路が存在
する [34][35]。 本研究では TNF-α からの EGFR transactivation までの過程では EGFR リ
ガンドの切り出しを担う ADAM protease の寄与に加え、 Fas リガンドでは活性化しない 
p38 の寄与があることを明らかにした。 p38 は EGFR の直接的なリン酸化もしくは 
ADAM17 の活性化を介して  EGFR transactivation を引き起こすことが報告されている 
[68][73][74]。 ADAM10 の活性化については不明であるが、表⽪ケラチノサイトにおいても
どちらかもしくは両⽅のシグナルを介して EGFR transactivation に寄与することが予想さ
れる。これらのことから、 TNF-α では Fas リガンドとは異なる経路も⽤いて EGFR 
transactivation を引き起こすことが⽰唆された。 
第１章で PAM212 細胞において IL-1β および LPS では TSLP が産⽣されないことを
⽰したが、 PAM212 細胞も HaCaT 細胞と同様に EGF 単独で TSLP を産⽣するため 
（Data not shown）、 IL-1β および LPS では EGFR は活性化していないと考えられる。こ
のことから、表⽪ケラチノサイトにおいて EGFR transactivation は TSLP 産⽣を制御する重
要なシグナル経路であると考えられ、 ADAM protease や p38 を介した経路は TSLP 産⽣
制御を⽬的とした新たな治療ターゲットになり得る。しかしながら、 IL-1β や TLR4 の活
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性化によって  EGFR transactivation が⽣じるという報告は他の細胞株でなされており 
[75][76]、なぜ PAM212 細胞において TNF-α のみが EGFR transactivation を⽣じるのかに
ついてはさらなる解析が必要である。 
 HaCaT 細胞以外にも  A431 細胞や  PAM212 細胞等の表⽪ケラチノサイト株でも 
AG1478 に よ り  TNF-α 刺 激 に よ る  TSLP 発 現 が 抑 制 さ れ た こ と か ら 、  EGFR 
transactivation による TSLP の産⽣制御は HaCaT 細胞特異的な反応ではないといえる。さ
らに、本研究によって EGF 単独刺激で TSLP 発現が誘導されることを HaCaT 細胞およ
び PAM212 細胞を⽤いて明らかにした。 EGF による TSLP 産⽣については細胞レベルで
の検討に留まっており、今後は動物レベルで⽣じるかどうか、およびその役割について解析
が必要である。近年、NC/Nga マウスに Dinitrochlorobenzene (DNCB) を塗布することによ
って誘発したアトピー性⽪膚炎モデルにおいて EGF の連続塗布が TSLP の産⽣抑制を伴
うアトピー性⽪膚炎の症状改善効果を⽰すという報告がなされ [77]、 EGF による TSLP 
の産⽣制御は複雑であり、その詳細を明らかにすることで新たな炎症性⽪膚疾患の病態形
成機構が⾒出せると考える。 
今回の結果より、 EGFR の下流では ERK が TSLP 発現に寄与していることが明らかと
なった。 さらに、 PAM212 細胞において NF-κB 阻害剤が EGF による TSLP 産⽣を抑制
しないことを確認しており (Data not shown)、 ERK 活性化の下流では NF-κB 以外の転写
因⼦が TSLP 産⽣に寄与すると考える。 ERK の下流で TSLP 産⽣に寄与する可能性のあ
る転写因⼦候補として挙げられるのが序論でも紹介した AP-1 および EGR1 であるが、 
AP-1 については AP-1 reporter plasmid を⽤いた luciferase assay において HaCaT 細胞を 
TNF-α 刺激した際にその上昇がみられなかった (Data not shown)。そのため、 EGR1 の活性
化が EGFR 活性化による TSLP 発現に寄与している可能性が考えられる。 
 まとめると、表⽪ケラチノサイトにおいて EGFR の活性化は単独もしくは他のシグナル
と複合的に TSLP 産⽣を誘導するため、 EGFR の活性化経路は TSLP の関連疾患の新た
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な治療標的になりうると考えられる。また今後、さらなる詳細な活性化メカニズムを解明す
ることで TSLP が関連するアレルギー疾患や癌等の発症機構の解明につながることが期待
される。 
 
 
 
Fig. 2-7. The proposed mechanisms for TSLP induction through TNF-α-induced EGFR transactivation. 
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第 3 章 恒常的 TSLP 産⽣ケラチノサイト株の同定と応⽤ 
3-1 序論 
現状におけるアトピー性⽪膚炎や乾癬の治療には免疫系全体を抑制するステロイドやタ
クロリムスもしくは抗 TNF-α 抗体等が⽤いられている。これらは易感染性を引き起こす
ことや、それ以外の様々な副作⽤、使⽤部位や量の制限、薬剤抵抗性の形成や⾼額な治療費
など多くの問題点をもつ。そのため、現在の問題点を解消できるような新たな治療⽅法の開
発が望まれている。 
⽪膚組織における TSLP 産⽣はアトピー性⽪膚炎や乾癬等の炎症性⽪膚疾患に加え、ア
トピックマーチにも関与しているため、治療ターゲットとして有望である。さらに、 TSLP 
の産⽣制御ができれば、免疫系全体を抑制せず、免疫系のバランスの変化を促すため、易感
染性が⽣じにくいと考えられる。 第 1 章および第 2 章の結果から NF-κB 活性化経路以外
で表⽪ケラチノサイトにおいて TSLP 産⽣制御に寄与するシグナル伝達経路の存在を⽰唆
してきたが、 TSLP の産⽣を制御する化合物についての報告は⽣薬や化粧品成分中の NF-
κB を直接抑制するものがほとんどであり [78][79]、この場合免疫系全体を抑制する可能性
が⾼く、易感染性の解消には不向きである。 
このような現状を解消するためには、 第 1 章および第 2 章で⾏ってきた TSLP の産⽣制
御系の詳細を明らかにすることの他に、ハイスループットで TSLP の産⽣制御に関わる薬
剤を⾒出すスクリーニング系を構築することが肝要であると考えた。ハイスループットの 
TSLP 産⽣制御薬剤のスクリーニング系を構築できれば、ヒット化合物をベースとした 
TSLP 産⽣制御薬剤の開発促進に加え、ヒット化合物の作⽤機序探索から新たな TSLP 産
⽣制御機構を⾒出すことも可能である。 
ここでは無刺激下で TSLP を恒常的に産⽣するマウス表⽪ケラチノサイト由来扁平上⽪
癌細胞株 KCMH-1 細胞を同定したため、 KCMH-1 細胞がハイスループットな TSLP 産⽣
制御薬剤のスクリーニング系に有⽤かどうかの基礎検討を⾏った。 
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3-2 実験⽅法 
3-2-1 細胞培養 
CBA/j マウス表⽪ケラチノサイト由来扁平上⽪細胞株 KCMH-1 細胞 (広島⼤学医学部 
秀 道弘 教授より供与) および PAM212 細胞は 10％ FBS 含有 MEM-α 培地を⽤いて培
養した。 ヒト気道上⽪細胞株 BEAS-2B 細胞は American Type Culture Collection から購⼊
し、 10％ FBS 含有 RPMI-1640 培地で培養した。 HaCaT 細胞は 10％ FBS 含有 DMEM 
培地で培養した。各細胞は 1 × 105 cells/ml で各 well plate に播種した。 播種から 24 時
間後、新しい培地に交換し、無処置もしくは TPA、 recombinant mouse IL-4、 Dexamethasone 
もしくは RXR 活性化剤 HX600 で処置し、さらに 24 時間培養した。培養後の培養上清は 
ELISA による各種サイトカイン濃度測定に⽤いた。 
 
3-2-2 ELISA 
 TSLP、IL-4、IL-6、TNF-α および IFNγ の培養上清中の濃度は各種 ELISA キット (mouse 
and human TSLP; R＆D Systems, それ以外は eBioscience Inc) を⽤いて、それぞれ指定のプロ
トコール通りに測定した。 
 
3-2-3 Luciferase assay 
 pGL2-mTSLP/-3.8 kb は Steven F. Ziegler 博⼠より提供していただいた。 KCMH-1 細胞
および  PAM212 細胞に  pGL2-mTSLP/-3.8 kb (500 ng) および  Control luciferase reporter 
plasmid (20 ng) を 2-2-5 と同様の⽅法でトランスフェクションした。 トランスフェクショ
ンの 24 時間後の細胞溶解液を⽤い、 2-2-5 と同様に Luciferase activity を測定した。 
 
3-2-4 ⾻髄由来樹状細胞 (BMDC) の培養 
 BALB/c マウスの⼤腿⾻および脛⾻から⾻髄を RPMI-1640 培地中へ無菌的に採取した。 
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⾻髄細胞を 5 × 105 cells/ml に調製し、 GM-CSF 含有 RPMI-1640 培地 (10％ FBS, 50 
mM 2-mercaptoethanol, 18 μg/ml penicillin G potassium, 50 μg/ml streptomycin sulfate, 5% マウス 
GM-CSF 発現 NIH-3T3 細胞培養上清含有) で培養した。培養開始 3 ⽇後、同量の GM-
CSF 含有 RPMI-1640 培地をさらに加え、さらに  5 ⽇間培養し、培養開始  8 ⽇後に 
BMDC として回収した。 約 80% の細胞は CD11c+ 細胞であることを Flow cytometry に
より確認した。 BMDC は KCMH-1 細胞の培養上清 (TSLP 濃度 3000 pg/ml) もしくは 
PAM212 細胞の培養上清  (TSLP 濃度  5 pg/ml 未満) を含む培地内、  anti-mouse TSLP 
antibody (最終濃度 1 μg/ml, Santa Cruz Biotechnology Inc.) 存在下もしくは⾮存在下で 12 時
間培養し、RT-qPCR ⽤にサンプルを回収した。 
 
3-2-5 RT-qPCR 
下記 primer を⽤いて 1-2-8 と同様の⽅法で⾏った。 
GAPDH primer 
Forward: 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’  
Reverse: 5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 
OX40L primer 
Forward: 5’-TCATCTATGTCTGCCTGCAACTCTC-3’  
Reverse: 5’-TGATGAATAGTTGCCCATCCTCAC-3’ 
 
3-2-6 Flow cytometry 
 BMDC を KCMH-1 細胞の培養上清 (TSLP 濃度 3000 pg/ml) もしくは PAM212 細胞の
培養上清 (TSLP 濃度 5 pg/ml 未満) もしくは recombinant mouse TSLP (最終濃度 15 ng/ml、
R＆D Systems) を含む培地内、 anti-mouse TSLP antibody (最終濃度 1 μg/ml) 存在下もしく
は⾮存在下で 24 時間培養し、anti-mouse OX40L antibody (eBioscience) を⽤いて OX40L の
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発現量を BD FACScan フローサイトメーター (BD Bioscience) により測定した。 
 
3-2-7 統計処理 
 全ての結果は平均値±標準誤差で⽰した。 有意差検定として Dunnett’s test および 
Student-Newman-Keuls test を⽤いた。 有意⽔準は 5％ 未満として⾏った。 
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3-3 結果 
3-3-1 各種上⽪細胞株における TSLP 産⽣量の⽐較 
 KCMH-1、 PAM212、 HaCaT、 BEAS-2B 細胞を無刺激もしくは TPA や recombinant 
mouse IL-4 処置下で 24 時間培養後の各細胞培養上清中の TSLP 濃度を測定したところ、
無刺激の KCMH-1 細胞の培養上清中で 2000 pg/ml を超える⾼濃度の TSLP が検出され
たが、それ以外の細胞では無刺激条件では TSLP は検出下限程度でしか検出されなかった 
(Fig. 3-1 A)。 また、 PAM212 細胞のみが TPA 刺激で TSLP 産⽣が誘導され、それは IL-
4 により増強された (Fig. 3-1 A)。 KCMH-1 細胞および PAM212 細胞の無刺激下での 
TSLP を含む各サイトカイン産⽣量を⽐較したところ、 TSLP のみが KCMH-1 細胞におい
て⾼レベルで産⽣されており、それ以外のサイトカインに関しては両細胞で⼤きな差はな
かった (Table. 3-1)。これらのことから KCMH-1 細胞は無刺激下で TSLP を選択的に産⽣
していることが⽰唆された。 
 
3-3-2 KCMH-1 細胞における TSLP promoter 活性の解析 
 KCMH-1 細胞における TSLP 産⽣が恒常的に産⽣される原因が TSLP のプロモーター
領域の変異によるものかどうかを確かめるため、通常のマウス TSLP プロモーター領域 (-
3.8 kbp) をもつ reporter plasmid (pGL2-mTSLP/-3.8 kb) を⽤いて luciferase assay を⾏った結
果、 KCMH-1 細胞では PAM212 細胞に⽐べて顕著に TSLP promoter の活性が⾼いことが
⽰唆された (Fig. 3-1 B)。このことより、 KCMH-1 細胞は TSLP プロモーター上の遺伝⼦
変異ではなく、何らかの転写シグナルの恒常的な活性化により TSLP を産⽣していること
が⽰唆された。 
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Fig. 3-1. Enhanced expression of TSLP in the epithelial cell line KCMH-1. A) Each cell line (1 × 
105 cells/ml) was left unstimulated or stimulated with TPA with or without IL-4 for 24h.  TSLP in 
the medium was determined by ELISA.  Data are shown as the mean ± S. E. M. for 4 samples.  
Significance; **p < 0.01 vs. the corresponding control.  B) KCMH-1 and PAM212 cells were 
transfected with the pGL2-luciferase vector encoding mTSLP/-3.8 kb.  Luciferase activity was 
determined 24 h after transfection. 
 
 
 
 
Table. 3-1. Production of cytokines in unstimulated KCMH-1 and PAM212 cells.  Cytokine levels 
in the medium collected after the 24 h incubation were determined by ELISA.  Values represent 
mean ± S. E. M. for 4 wells. 
 
  
52 
 
3-3-3 KCMH-1 細胞における TSLP 産⽣に対する Dexamethasone および HX600 の効果 
 これまでに表⽪ケラチノサイトの初代培養における TSLP 産⽣に対して GR および 
RXR の 活 性 化 は 抑 制 的 に 作 ⽤ す る こ と が 報 告 さ れ て い る  [31][32][80] 。 そ こ で 、 
Dexamethasone および RXR 活性化剤 HX600 を⽤い、 KCMH-1 細胞の TSLP 産⽣制御
が表⽪ケラチノサイトにおけるこれまでの報告と同様の制御を受けているかを検討した。
その結果、 Dexamethasone および HX600 により KCMH-1 細胞における TSLP 産⽣は有
意に抑制されたことから (Fig. 3-2 A and B)、 KCMH-1 細胞における TSLP 産⽣はこれまで
の報告と同様の制御を受けていることが⽰唆された。 
 
 
 
Fig. 3-2. Effects of dexamethasone and HX600 on TSLP production in KCMH-1.  KCMH-1 cells 
were incuvated for 24 h in the presence of dexamethasone (A) and HX600 (B) at the indicated 
concentrations.  TSLP in the conditioned medium was determined by ELISA.  Data are shown as 
the mean ± S. E. M. for 4 samples.  Significance; *p < 0.05, **p < 0.01 vs. the corresponding control.  
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3-3-4 KCMH-1 細胞培養上清による BMDC の活性化 
 KCMH-1 細胞から産⽣される TSLP が⽣理的活性をもつかどうかを検討するため、 
BMDC を KCMH-1 細胞の培養上清で処置し、それによって OX40L の発現が上昇するか
を RT-qPCR および Flow cytometry により検討した。 RT-qPCR の結果、 KCMH-1 細胞培
養上清で  12 時間処置 した  BMDC において  OX40L mRNA 発 現は  vehicle および 
PAM212 細胞培養上清処置群より上昇した (Fig. 3-3 A)。 また、その発現は anti-mouse TSLP 
antibody 処置により有意に抑制された (Fig. 3-3 B)。さらに Flow cytometry の結果では、無
刺激群に⽐べ recombinant TSLP 処置群および KCMH-1 細胞培養上清処置群で OX40L の
発現上昇がみられ、PAM212 細胞培養上清処置群では上昇がみられなかった (Fig. 3-3 C-E 
and G)。さらに、  recombinant TSLP 処置群および  KCMH-1 細胞培養上清処置群での 
OX40L の発現上昇は anti-mouse TSLP antibody 処置によって抑制された (Fig. 3-3 E-H)。こ
れらより、 KCMH-1 細胞から産⽣される TSLP は⽣理的活性を持つことが⽰された。 
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Fig. 3-3. TSLP-dependent expression of OX40L expression in BMDCs.  BMDC were incubated for 
12 h (A and B) or 24 h (C-H) in medium containing the cell culture supernatants from KCMH-1 
(KCMH-1 sup) and PAM212 cells (PAM212 sup), or recombinant TSLP (15 ng/ml, rTSLP) in the 
presence or absence of anti-TSLP.  A and B) The expression of OX40L and GAPDH mRNA was 
determined with RT-qPCR.  The ratio of OX40L mRNA levels to GAPDH mRNA was calculated 
and the value of PAM212 was set to 1.0.  Data are shown as the mean ± S. E. M. for 4 samples.  
Significance; *p < 0.05 vs。PAM212, and #p < 0.05 vs. anti-TSLP (-).  C-H) The expression of 
OX40L on BMDC was determined using flow cytometry.  Dark histograms indicate unstained cells 
before incubation.  Values indicate the ratio of cells expressing OX40L. 
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3-4 考察 
 本研究により、マウス表⽪ケラチノサイト細胞株 KCMH-1 細胞は恒常的かつ選択的に⽣
理学的活性をもつ TSLP を⾼産⽣していることが明らかとなった。 恒常的な TSLP 産⽣機
構の解明については今後の課題であるが、 Dexamethasone や HX600 によりその恒常的 
TSLP 産⽣が抑制されたことから、 KCMH-1 細胞からの TSLP 産⽣は薬学的に制御可能で
あると考えられる。薬学的に制御可能であることに加え、無刺激下で TSLP を⾼産⽣でき
ることから、KCMH-1 細胞は TSLP 産⽣制御薬剤のハイスループットスクリーニングに適
した細胞である。 スモールスケールでの実験、例えば 10 μl 程度の候補化合物で処置した 
KCMH-1 細胞培養上清があれば、 TSLP 量の測定が市販の ELISA キットで⼗分に可能だ
ろう。 KCMH-1 細胞がマウスの細胞であることから、ヒット化合物がヒトにおける TSLP 
産⽣を抑制するかについてはさらなる検討が必要となるが、経済的・技術的な⾯を考慮する
とハイループットスクリーニング系として⾮常に有⽤である。 
 KCMH-1 細胞から産⽣される TSLP のアミノ酸配列や 3 次元構造について検討は⾏って
いないが、 KCMH-1 細胞培養上清で処置した BMDC において OX40L の発現が上昇した
ことから、 これまでの報告と⼀致した TSLP の活性をもつと考えられる。 E. coli に 
recombinant mouse TSLP を作らせても、糖鎖付加まではマウスと同様のものを再現できない
ことを考えると、 KCMH-1 細胞は糖鎖修飾も受けた、ナイーブな TSLP のソースとしても
有⽤かもしれない。もし利⽤できれば、 in vivo での検討等に⽤いることでさらに詳細な 
TSLP の機能解明につながるだろう。加えて、 KCMH-1 細胞と PAM212 細胞でのシグナ
ル伝達経路の違いを明らかにすることで、新規の TSLP 産⽣制御に対する知⾒を得られる
可能性もある。 
 TSLP 産⽣を恒常的に産⽣する細胞は乳がん細胞株およびメラノーマ細胞株で報告され
ているが [81]、表⽪ケラチノサイト株としては KCMH-1 細胞が初めての報告である。TSLP 
とがんの関係性についても多くの研究がなされており、マウス⽪膚がん発症モデルにおい
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ては TSLP ⾼産⽣条件下では発がん率とがん細胞の増殖が低下することが⽰唆されている
⼀⽅で [82][83][84]、乳がん組織における TSLP は乳がん細胞の増殖および転移を促進する
ことが報告されている [81][85]。これについてはがん発⽣前とがん発⽣後で TSLP の役割
が異なることが推察されるが、どのようにして TSLP の役割が転換するのかはいまだ明ら
かでない。 KCMH-1 細胞は⽪膚組織由来で初めての恒常的 TSLP 産⽣細胞株なので、
KCMH-1 細胞を⽤いた⽪膚がんモデルは⽪膚組織におけるがん組織形成・転移に対する 
TSLP の役割を明らかにする上で有⽤だと考えられる。 
 まとめると、 KCMH-1 細胞は恒常的に⼤量の活性をもつ TSLP を産⽣する細胞であり、
スモールスケールでのハイスループットスクリーニング系の構築に有⽤である。また、がん
に対する TSLP の役割を解明する上でも有⽤な可能性があり、今後、 TSLP の新規制御機
構や機能の解明を促進させることが期待される。 
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総括 
 本研究のまとめと今後の展望について Fig. 4 に⽰す。 本研究は炎症性⽪膚疾患に⼤きく
寄与している表⽪ケラチノサイト由来の TSLP 産⽣制御機構の解明を⽬的とし、第 1 章で
は⽪膚組織における LPS による TLR4 刺激から TSLP 産⽣誘導までの経路において浸潤
⽩⾎球を産⽣源とする TNF-α が主体となって表⽪ケラチノサイトから TSLP 産⽣を誘導
し、 IL-1β や LPS がそれに協調することを明らかとした。 第 2 章では表⽪ケラチノサイ
トにおける TNF-α による TSLP 発現誘導機構に着⽬し、 NF-κB 活性化シグナル以外に 
ADAM protease や p38 の活性化を介した EGFR transactivation が TSLP 発現に寄与して
いることを明らかとした。さらに第 3 章では表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 産⽣制御
化合物探索に有⽤な恒常的 TSLP 産⽣マウス表⽪ケラチノサイト株 KCMH-1 細胞を⾒出
し、さらなる表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 産⽣制御機構の解明につながる可能性を
⽰した。 第 1 章と第 2 章の結果から、 TNF-α 刺激からの TSLP 産⽣制御に重要なシグナ
ルとして EGFR の活性化シグナルが⾒出され、これに関与する ADAM protease や p38、
もしくは EGFR-ERK 活性化以降のシグナル伝達因⼦が TSLP 産⽣制御に有効なターゲッ
トであると考えられる。これまでに⽪膚における TSLP の⾼発現が確認されている疾患は
アトピー性⽪膚炎と乾癬であるが、これらに対して今回の結果から得られた TSLP 産⽣制
御に関わるターゲットは有⽤かどうかを下記にまとめる。 
まず、 TNF-α による TSLP 産⽣についてだが、TNF-α ⾃体はアレルゲンの⼀つである
ダニアレルゲンでヒト⽪膚にパッチをすると発現が誘導されることが報告されていること
や [86]、ヒト表⽪ケラチノサイトの 3 次元培養系において TNF-α がアトピー性⽪膚炎様の
表⽪構造の形成に関わっていることが⽰唆されており [87]、 TNF-α による TSLP 産⽣は
アトピー性⽪膚炎患者においても⽣じていると考えられる。乾癬においては抗 TNF-α 抗体
が既に臨床応⽤されており、 TNF-α は乾癬の病態形成においても⼤きく寄与しているとい
える。乾癬における TSLP 産⽣に TNF-α が寄与するという報告はまだなされていないが、
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有⼒候補であることは確かである。さらに、近年では TNF スーパーファミリーの⼀つであ
る Homologous to lymphotoxin, exhibits inducible expression and competes with HSV glycoprotein 
D for binding to herpesvirus entry mediator, a receptor expressed on T lymphocytes (LIGHT) が 
TSLP 産⽣を介してアトピー性⽪膚炎の形成に寄与することが報告されている [88]。 
LIGHT による EGFR transactivation の誘導についてはまだ報告はないが、ヒト気道上⽪細
胞株 BEAS-2B 細胞において今回の TNF-α の結果と同様に p38 のリン酸化を引き起こ
していることから [89]、 TNF-α と同様に EGFR transactivation を介して TSLP 産⽣を誘
導する可能性は⼗分に考えられる。これらのことから、TNF スーパーファミリーからの 
TSLP 産⽣経路は炎症性⽪膚疾患に寄与している可能性が⾼く、創薬ターゲットになりうる
と考えられる。  TNF スーパーファミリーに限らず、  GPCR の活性化でも EGFR 
transactivation が⽣じることから [64]、様々な刺激に対して EGFR transactivation が TSLP 
産⽣に寄与する可能性を秘めており、 EGFR transactivation の重要性については多様な刺激
に対する TSLP 産⽣誘導への寄与を検討していく必要があると考える。 
次に ADAM protease だが、第 2 章においては特に ADAM17 もしくは ADAM10 が 
EGFR transactivation に寄与することが⽰唆された。 ADAM17 と ADAM10 はどちらも表
⽪ケラチノサイトの分化に重要な Notch リガンドの活性化を担っており、⽪膚における両
者の⽋損は⽪膚の過剰肥厚や TSLP の⾼発現を伴う炎症反応が⽣じるため [90][91]、過剰
な両 ADAM protease の抑制は逆に⽪膚炎症を増悪化する可能性がある。このことから、ア
トピー性⽪膚炎や乾癬で ADAM17 および ADAM10 の活性が⾼まっているかどうかが重
要となる。乾癬はもともと EGF リガンドの⾼発現による⽪膚肥厚が症状としてあり、両 
ADAM protease は EGF リガンドの切り出しを担う因⼦として⽪膚病変部において⾼発現
することが⽰唆されているため [92][93]、両 ADAM protease は TSLP 産⽣制御可能な創薬
ターゲットとなりうる。⼀⽅で、アトピー性⽪膚炎においては両 ADAM protease の活性が
どのようになっているかは明らかでないが、 ADAM17 は TNF-α converting enzyme とも呼
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ばれ、可溶型の TNF-α の産⽣に重要な役割を担っており、ADAM10 はアトピー性⽪膚炎
患者病変部において⾼頻度で感染している⻩⾊ブドウ球菌が放出する α-toxin の受容体と
して機能しており、α-toxin により ADAM10 の活性が上昇することが⽰唆されている 
[94][95]。これを踏まえると、アトピー性⽪膚炎病変部位において両 ADAM protease が⾼活
性になっている可能性があり、⼗分に創薬ターゲットになりうる。 
p38 の創薬ターゲットとしての有⽤性については定かでない。もともと p38 は MAPK 
経路の⼀つとして様々な⽣命現象に寄与しており、⾃⼰免疫応答性の炎症反応の抑制も報
告されている [96]。しかし、その多様な機能から、そのまま抑制することは重⼤な副作⽤に
つながる可能性が⾼い。実際に p38 ⽋損マウスは造⾎不全を伴う胎⽣致死となる [97]。ま
た、アトピー性⽪膚炎や乾癬における寄与の⼤きさも明らかでない。 p38 は EGFR の直接
的なリン酸化もしくは ADAM17 の活性化を介して EGFR transactivation を引き起こすこ
とが報告されているため、まず、どちらの経路が TSLP 産⽣に対してどの程度寄与するか
を検討していくことが課題となる。 ADAM protease の活性化の寄与が⼤きければ ADAM 
protease ⾃体をターゲットにする⽅が選択的となり、直接的リン酸化の寄与が⼤きい場合に
は p38 を直接抑制するのではなく、そのリン酸化を制御する別のメカニズムがあるかどう
かを検討していくことで新たな創薬ターゲットを⾒出せる可能性があるだろう。 
 EGFR-ERK 経路の下流シグナルについては、現在 EGR1 が TSLP 産⽣に寄与する転写
因⼦候補となっているが、そこについては今後の検討課題となる。また、 EGF 刺激におい
ては ERK の活性化のみで TSLP が産⽣されていることが⽰唆されているが、TNF-α のよ
うに NF-κB も活性化している場合、 TSLP promoter 上で ERK 下流の転写因⼦と NF-κB 
が協調して TSLP 産⽣を促すこともありうる。 実際に EGR1 は NF-κB と相互作⽤して
サイトカイン産⽣を⾼めることが報告されている [98]。 ERK ⾃体の活性を抑制することは 
p38 と同様に多様な⽣理機能に影響することが考えられるため、今後は ERK よりも下流
にある TSLP promoter 上での詳細な発現誘導メカニズムの解明が必要である。この下流メ
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カニズムを探る上で、第 3 章で⾒出した恒常的 TSLP 産⽣マウス表⽪ケラチノサイト株 
KCMH-1 細胞は有⽤である。第 3 章では実際に産⽣される TSLP の機能性やこれまでに報
告のある薬理学的な制御が反映されているかについて明らかとしたが、 KCMH-1 細胞から
の恒常的 TSLP 産⽣は NF-κB 阻害剤および ERK の活性化阻害剤により抑制されること
を既に結果として得ている (Data not shown)。 今後、 KCMH-1 細胞を⽤いて両シグナルの 
TSLP promoter 上での相互作⽤について明らかとしていく予定である。 
 KCMH-1 細胞が TSLP 産⽣制御化合物スクリーニングに有⽤であることを第 3 章では⽰
唆したが、実際に化合物スクリーニングを既に⾏っており TSLP 産⽣抑制化合物を⾒出し
ている (Data not shown)。実際にヒット化合物をもとにその作⽤標的や TSLP promoter 活性
制御への影響等を解析することで新たな表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 産⽣制御機構
を明らかにできると考えている。 
 以上をまとめると、今回の研究により TNF-α からの TSLP 産⽣機構の重要性とともに 
EGFR transactivation 経路が創薬ターゲット候補になりうることを⽰唆し、さらにスクリー
ニングに有⽤な KCMH-1 細胞の同定によりさらなる表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 
産⽣機構の解明への発展性を得た。それと同時に、創薬ターゲットを⾒出すには詳細な 
EGFR transactivation 経路や TSLP 産⽣に寄与する ERK 下流シグナルなど、さらなる研究
が必要な部分も⾒つかっている。 今後も、アレルギーや乾癬などの難治性疾患の新たな治
療法開発を⽬指し、 TSLP 産⽣制御機構を応⽤した創薬の発展に貢献していきたい。 
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Fig. 4.  Summary of this study and future tasks.  Although TNF-α, IL-1β and LPS induced NF-κB 
activation, only TNF-α induced TSLP expression in keratinocytes.  EGFR transactivation is involved 
in TNF-α-induced TSLP expression in keratinocytes via ERK signal.  The detail activation 
mechanisms of EGFR and downstream factors of ERK remain to be elucidated.  They will be targets 
to treat for atopic dermatitis and psoriasis. 
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